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Summary 
Breathing movements me periodically present. in utero and must become 
continuous after birth. Mechmwnisms involved in the control af breaihing in 
utero and involved in the establishment of continuous breathing at birth 
were of our interest. All fetuses used in this thesis wcae instrumented at 
128-132 days gestation for recording fetal hhaviour and for later 
connection to an ECMO system to change fecal blood gases, and 
temperature. In order to observe the mechanism involved at tlie mornant 
of birth some fetuses were instrumented with a cord occlwder (chapter 7, 
8). The following questions were the subject of our investigation. 
I .  Are breathing movements irt ultero dependent on the fewel oj" PaCO,? 
('cfiupter 4) 
Breathing movemenlts are only present during LV ECaG associated with 
eye movements. HV ECoG 1s associaied with nluchal muscle actuvity and 
there are no breathing movements present. Therefore, breath~ng 
movements have been suggested to be part of the expression of fetal 
behaviowr. Our first objective was to study the mechanism involved in 
determining the presence of breathing activity in utero by invesltlgaltlnrg 
whether the incidence of fetal breathing movements could be arFected by 
the level of PaC0,. During mild hypocapnia the overall rncidence of' 
breathing, movements, the nncidelzce of brcatblng moverncrlts during 
LV ECoG and the mean duration of periods of breathung decseascd 
significantly. Fetal EGoG activity showed normal cycling during the 
periods of mild hypocapnla and the mean duration of LQ ECoC periods 
did not change. Bur~ng a d d  Iaypocapnia, rapid eye rnavernentl; (n=3) 
remained associated wlth LV ECoG and nuchal muscle acrrviry w~tla 
HV ECoG. These results suggest that the prresence of breathing 
~novements in fetal lhfe is not only dependen[ on the bclhavinral state h u t  
also on the level of fetal PaCO,. 
I 
2. Does fetal bteuthimg activity respond to increased levels of CO,? Does 
the aslsocktion of hypercapnk a d  cooling play a rule in the initicrrlion 
and mninlrenrnnce o~c~r~.ntinuous. breabkimg? (chapter 5) 
Secondly, we investigated whether [he st~rnulato~y sesponlc. of 
hypeacapnia on fetal brea-eath~ng is already present In utcro and whethcr 
increased afferent input produced by cooling mghr change the sensitivity 
for CiO, ovemding the central inhibition during HV ECoG. This could 
shed soma light on the mechanisms involved in eke initnation of 
contnnursus breathmg at birth. During fetal hypelcapnia frequenrcy, 
amplitude md incidence of fetal breathing movements dunng LV ECoG 
increased significantly compared to isoapnic control on ECMO but it 
remained absent during HV X o C .  During hypercapnia ssswiakd with 
central cooling rhere were similar changes in fetid breathing movements 
during LV ECoG, however, in 4 out of 7 fetuses fetal breathing 
movements continued throughout HV ECoG. Hypercapnia associated with 
central cooling can thus override the inhibitory effects of HV ECoG on 
fetal breathing movemen@. This may suggest that coding prduced 
changes in CO, sensitivity probably by increasing afferent input to the 
central nervous system. 
3. Are the inhihitory effao& on fetal breathing &ring fetal hypoxemia an 
indirect efject due Lo the reletme sr production oljf m~diatom from the 
rnarferml ~ i d e  ofthe phcenta or the awe? (chapter 6) 
Another interesling phenomenon is the observation that fetal hypoxemia 
inhibits fetal breathing and behavioral activity. The ~nechanism 
responsible for this is srill under discussion. We examined the possible 
rola of n~aternal or placental substances released or triggered during 
Izypoxemia which could poduce fetal inhibition. There was a decrease in 
incidence in breaching activity to 21.4 + 3.5%, however there was no 
change in length of breathing periods, only in 7 experiments breathing 
activity stopped within 7 minutes. Fetal ECoG activity, nucl~al muscle 
activity, rapid eye movements, blood pressure and heart rate were present 
as normal. We conclude that the normal inhibition of fetal activity during 
hypoxernia does not seem to be mediated by release of factors from the 
maternal side of the placenta or the ewe. 
4. Docs fIae ercledsian of the umbilical circulretikion and therefare placental 
maduhtorr phy a mie in the inilh&n oJF breatkir~g at bbCjls? D ~ e s  a 
rive in PaCO, and cftamges in temperature play a role during this 
&ansiPiortP (ccihapkr 7 hPc 8) 
Our final objective was to study the possibility that substances produced 
by the placenta cotrld control breathing activity and the initialion of 
conti~auous breathing activity after birth. It has k e n  speclulated that the 
disnppcwance of some theoretically substances produced by the placenta 
could play a sole in  tire complicated change from periodic to continuous 
hareathing at birth. Breathing movements which occurred after cord 
occlusion were always associated with LV ECoG. Our results do not 
support the hypothesis that the initiat~on of breathing within 5 minutes of 
bmh 1s dependent on an inhibitory factor of placental origin since 
breathing activity was not initiated whenever PaCO, remained constant. 
Whenever PaCO, increased, breathing activhy was present. These data 
suggest that a rise In PaCO, is crucial for the presence of breathing at 
birth. Furthee we studied the effect: of PaCO, and tesarperuturo: Irr the 
initiation and maintenance af lconcinuows breathing at birth. AQer 
delivering the fetuses in a warm saline bath breathing n~~ovemcasts were 
perio&cdly present. Only after 36-1192 mln breathing activity beeme 
corvrinuously present in all mitndils (pH 7.20 + 0.104, 
PaCO,7.35 t 0.16 kPa and PaO, 12.78 4 2.51 W a  when coxe 
temperature had fallen by a mean of 31.2 '6). Neonatal breathing ncriwity 
always stopped by decreasing PaCO,. We ccanclude that the maintenance 
of fetal PaCOI, and tenaperature after cord occlusion delays the 
establishment of continuous breathing at birth. The level o f  PaCO, rs 
crucial in the nlalntienance of breatbhng activity. 
1. The presence of breathing movements In fetal life 1s not only dependent on 
the behavioral state and determined by the level of fetal PaCO,, 
2. Dunng fetall hypercapnla frequency, ampl~lude and uncidence of fetal breathing 
movements during LV ECoG uncreased stg~ru~fucantly compared to {sacapnic 
control on ECMO but it remained absent during HV lEGoG 
3. Hypercapnoa associated with central1 cooling can override the hnhlb11oi-y effects 
of HV ECoG on fetal breatlh~lng movements. 
4. The lnh~bitlion of fetal activity during maternal hypoxemia does not seem to be 
med~~ated by release of factors From the maternal s~de of the placenta or the 
ewe. 
5. Ths initiation of continuous breathing at birth IS not dependent an an ~nhibitory 
facto~r of placental ongln. 
6. Maurutenance of fete1 PaGO, and temperature after card occlwslon delays the 
establ~shmenll of cont~nuous breathling. 
7 The level af PaGO, hs important ~n the ma~ntenance of breathing activity hn the 
first few hours of life. 

Samenvatting 
clI: ademhaiingsbewegingen van een foetus zijn pesiodiek aanwezig, 
terwijl deze na de geboorte continue aanwezig moeten rijn, In dit 
proefschrift wordt beschreven welke mechanismen betrokken zijn bij d l  
ademhding in utero en tevens welke mechanisinen cen rol spcten b ~ j  de 
overgamg van periodiek naar continue ademhaling na dc geboortc. Dcze 
mechanismen zijn bestudeerd aan de hand van een ~tidcr~oeksopaielling 
bij foetale ]lammeren. Bij een zwangerschapsdwiur van 128- 132 dagen 
(voldragen zwangerschap 145-1416 dagen) warden foetale lammeren 
geinslrumenteerd voor registratie van elec~rocoslicaie itcctivutelt en 
elec~omyografische activiteit van diafragma, oogspieren cn ~~ckspicren, 
Verder werden twee catheters ingebracht (a. cwotib en v. jugularis) voor 
connectie aan een extra corporaal membraan oxygenatie (EFMO) 
systeem. Met gebruik van dit ECMO systeem konden foetnrle bloedg;isscn 
ei1 foetale temperatuur veranderd worden. De invloeden van vitriaties In 
bloedgaswaarden en temperatuur van de foetus op de 
ademhalingsbewegingen werden bestudeerd. Bqi enkele 1"oetale larnrneren 
werd een navelstreng occluder aangebracht om eventuele pliicentarre 
factoren dic van invloed zouden kunneni zijn van cle perrodickc naar 
continue ademhaling na de geboorte te kunnen bestuderen. 
Aan de hand van dil onderzoeksmodel werden dc volgende wragcri 
bestudeerd: 
Bij de observatie wan de frrelale laminercri blojkrt dat adlemlial~ngs- 
bewegingen in utero alleen aanwezig zijal in comlbiinatie rnel laag voltage 
herscnactivitett geaisocieerd met de aanweziglzeid van oogbewegingen 
(REM-slaap). Tijdens penoden van hoog woltagc hei.senacitivileit 
(non-REM slaap) bestaiat er een diuildelljkc ~ ~ ~ o c i u t i e  men nck~piesactiv~tcil 
inaar winden er geen adembalingsbwegnngcn plaats I n  rle literatuur wordt 
daarom gesuggereerd dat de ademhaliingsbcwegingen een vari-n wam 
gedragsuitdrukking zijn, daar deze alleen tijdcnç REM sla,ip optreden en 
niet 'tijdens non-REM slaap. Om liet effect Le meten van de invllocd ban 
pCO, op de ademhalingsbewegingen werd de arleirrcle pC0, gevarieerd 
tussen normale en matige verlaagde waurdlen, en werden de 
aidernhalrngsbeewegingen, oogkweg~ngen, nek~pieracfiviicii! cn Iicrrcn- 
arcriviteia. geregistrard. Tnjdens de mlde hypocapnie (verlaagde pCO,) 
veranderde het gedmg van de foetale I m e s e n  niet, de electmca~icale 
a~tiviteit vertoonde een n o r d e  cyclus van E M  slaap en non-l334 
slaap, & gemiddelde lengte van penode wan FEM claap nam niet af. De 
oogbewegingen bleven mnwezig tijdens de REM slwp en de nekspier 
aetivitert bleef geuscwvieerd met non-REM slaap. De mogelijkheid om 
tddens de REM sslap b ademen bleef hemzlfde. Echter, de Incidentie van 
de ademhdingskwegingen da lde  zowel gedurende de totde tijd en als 
t~jdens de REM slaap. Verder, n m  de gemiddelde duur van de lengte van! 
de periode van & ademhailingsbweg~ngei13 significant af. Deze resultaten 
suggereren dar ademhalingsbewegingen niet alleen een gedragsuitdrukking 
zijn maar dat de aanwezigheid van de foetale aidembalingskweg~en 
ook bepaald wordt door de Plle"0,. 
3. Wordera de foetafe d~mkmii~ingshswegingen gesHmuLerd doos 
hypercapmb? Spekrn! kyplercapnie in combinatie met centmb afloeling 
een sol in de initiatie van de c ~ r r i i ~ u  aanwezige dsrnhaling na de 
geboorte? (iFaoof&frdk 5) 
Tijdens experimenten met airteriele hypercapnie (verhoogde pC0J bij de 
Toctus namen zowel de iinc~dientie, de frequentie als dc amplitude van de 
ademhalingclbewegingcm Xae in vergelijking met metingen die venricht 
werden tijdens nornrocapnie (normale pCi0,). De adenahalingsact~vitei~ 
bleef echter een periodiek patroon houden. Deze respons van de 
ademhaling op hyprcapnie blijkt al vroeg in de zwangerschap aanwezig 
te zijn, Her is beschreven dar de ademhaling continm aanwezig is indlen 
de foetus perifeer afgekoeld wordt. Het is niet bekend of centrale 
afkoeling een toegenomen afferente input produceert en de gewoeliglzeid 
voor CO, verandert en op deze wijze de inhibitie van de ademhaling 
tijdens de non-REM slaap daarbreekt. Dit niechanisme zou echter een 
belangrijke sol kunnen spelen bij het starten van de continue ademhaling 
teil tijde van de geboorte. 'Tijdens hypercnpnia in combinatie met centsale 
nflcoieling namen de frequentie, incidentie en nnzplittide t e .  Echter, in 
4 vttn de 7 experimenten waren de ademhtzlingshwegingen continu 
èunnwczig, ook tijdens de raon-REM slaap. Hypercapniie en centraie 
afkoeling doorbreken de inhibitie tijdens ïton-REM slaap. Deze observatie 
suggereert dat ceiilrale afkwling veranderingen in de CO, sensrtfviieit 
vercworzaakt, hoogst waarschijnlijk doos een verhoogde afferente input. 
3, Wordt dier n'nkulbitorjre rvlespans op $"e fostale adic"prtkaIimg Iidems 
Fm-ypox@mie veroomaakbil door een isz&reb effect: mmel#k ket vrgjkerneia 
van rrtediatorrrn geprodafirceerd door de moeder of de mtueder1Qke kaort 
tvart de phcenfa? [XZoofdst~dk d) 
Tijdens foerale hypoxeinic worden de foetale ademhaling, de 
oogbewegingen, de nekspier activiteit geizzhibeerd. Hcr mecl~ariisrne voor 
deze inhibrtie is niet bekend. Er is beschreven dat tijdens hypoxearrie 
nioederliijke en placentaire hormonen vrijlkomen (of worden geprc~duceerd) 
die ecn rol spelen in deze ~nhibitoire mactie. Ti-idem maternale 
hypaxemie en fwtde  n o m x l e  was er een afnartre van de incidentie van 
de f w d e  aidea&alingsbewegingen. Er was whter geen verandering in de 
lengte van de periode van de ademhalingsbewegingen en in 7 van de; I4 
experimenten stopten de ademhalingsbewegingen binnen 7 ririi~waera. Ook 
was er geen verandering meetbaar un de foetde Yrersenacllivitreit, nekspier 
activiteit, oogbewegingen, bloeddruk en hartslag. Onze concl~~sre ts dar de 
reguliere inhibitie van de: ademhalingsbewegingen tijdeiis hypuxemie 
veroorzaakt wordt door het vrijkomen v m  mediatoren geproduceerd door 
de moeder of de moederlijke kmani van de placenta. 
d Spelen bij de initialee vrin de cb~intiaue de~nhnling na de geboorte een 
daling c.q. hei wegvauen vaa door k p k ~ n t a  geproduceerde 
mediatosen, een toename wan de arteriele pCQ, en een ve~anderi~ag &I 
L omgevifigstempem&mr een rol? (hoofdstuk 7 & 8) 
Er werd onderzocht of hormonen c.q. modulatoren geproduceerd door de 
placenta invloed kunnen hebben op de initiatie van de ademhaling, 
Hiervoor werd tijdens experimenten de navelstreng geoccludeerd zodal de 
unYErYlicde circulatie werd uitgeschakeld en de invloed van de cvenl~iele 
placentaire hormonen c.q. modulatoren kon worden viligesloien Na de 
navelstreng occlusie kwamen allleen ademhalingsbeweginge~l voor t~jdens 
laag voltage hersetiactlviteit. Deze n.esuilraren steunen niet de hypothese 
dat de initiatie van de ademhaling ria navelstreng occlusie afhankelijk is 
van de daling van de plasmaspiegels van iinlzibitoire 
hotmonenJmodulatoren geprduceerd door. de placenta wanneer de PaCa, 
gelijlk blijf'. Wanneer echter de asteriele pCO, steeg was er wel 
ademhdingsactiviteit aanwezig Deze bevinding aindersteunt de slelll~ng 
dat een stijging in de afceriiCle pCO, cruciaal is voor het optreden van 
ademhalingsbewegingen. 
Het effect van PaCO, en perifere afkoeling werd odderzocht in 
lammeren geboren in een warm bad gevuld met fysioliogisch ZOUL. De 
temgeratuwl. van het fysiolaglsche zout daalde geleiidelijk. 
Ademhalingsbewegingen waren pedodìak aanwezig. Pas derlig ininuiten 
tot dne na de geboorle waren de aideinhailingsbeweginge~t in  alle 
lammeren continue aanwezig. Tot die 14d bleven ze periodiek eanwc~ig. 
Neonatde ademhalingsactiviteit (conlinu aanwezige odeml~aling) flupto 
als de arteriele pCO, wees werd verlaagd. Uil deze resultalen kon 
geconcludeerd worden dal het handhaven van de PaCO, cn tcrnpesatiwwr 
na navelstreng occlusje de inilialie van de contiiilu aanwetige ademhaling 
tijdens de overgang van het intra-uterien naw het exlsa-ulerien rn~licu 
vertraagt. Het handhaven van de PaGO, is cruciaal voor hcl :uriirwezig zuil 
van de continue a&mhaling. 
